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論 文 内 容 の 要 旨 
 
ニューロピリン-１（NRP1）は血管内皮増殖因子（VEGF-A）のレセプターで、血管内皮細胞と腫
瘍細胞において発現する。その構造はA、B、C ドメインを含む細胞外領域、1 回貫通型の膜貫通
領域、そして 44 アミノ酸からなる細胞内領域から構成される。しかし、NRP1 の細胞内領域はレ
セプターとしては短く、多くのレセプターに存在するキナーゼドメイン領域を有していない。そ
のため、NRP1はもう一つのVEGF-Aのレセプターである血管内皮増殖因子受容体（VEGFR2）とVEGF-A
との結合能を高めるコレセプターとして働き、単独ではシグナル伝達を行わないと考えられてき
た。近年、NRP1は血管系の形成だけではなく、腫瘍形成のシグナル伝達に重要な役割を果たして
いることが多くのがん種において報告されている。本研究では、腫瘍細胞に発現する NRP1 が
VEGF-Aによりオートクリンに腫瘍の増殖、浸潤・転移を促進し、悪性化に重要な役割を果たすこ
とをヒト皮膚がん細胞DJM-1、前立腺がん細胞PC3M、脳腫瘍のグリオブラストーマU87MG を用い
て明らかにした。 
 DJM-1、PC3M、U98MG細胞はVEGF-Aを産生し、NRP1 を発現しているがVEGFR は発現していない。
VEGF-Aまたは NRP1 発現をsiRNAにより抑制すると、軟寒天中におけるがん細胞のコロニー形成
能が抑制された。コロニー形成能はがん細胞の足場非依存的な増殖を意味する。がん細胞の足場
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非依存的な増殖は、生体内における造腫瘍性とがん細胞の転移性に密接に関係している。VEGF-A
発現を抑制したがん細胞に VEGF-Aを添加すると増殖は回復したが、NRP1 発現を抑制したがん細
胞では回復しなかった。よって、VEGF-Aが NRP1 を介して増殖シグナルを促進することが示唆さ
れた。 
 DJM-1 細胞のNRP1 発現をshRNAベクターにより抑制すると（shNRP1-DJM-1）、NRP1 siRNA処理
と同様に増殖が抑制された。また、shNRP1-DJM-1 細胞に NRP1 の正常型（WT）を強制発現させる
と増殖は回復したが、NRP1 の細胞内領域を欠損させた変異体（ SEA）を発現させても増殖は回復
しなかった。よって、NRP1 の細胞内領域はがん細胞の増殖促進シグナルに重要であると考えられ
た。NRP1 の細胞内領域に結合するタンパク質として足場タンパク質であるGIPC1 が、GIPC1 に結
合するタンパク質としてSyxが報告されている。NRP1-GIPC1-Syxが結合するかを共免疫沈降法に
より確認すると、VEGF-A非存在下でNRP1-GIPC1 もしくはNRP1-Syxが結合しており、VEGF-A刺激
によってGIPC1-Syxの複合体形成が誘導された。加えて、GIPC1、Syxそれぞれの発現をDJM-1細
胞において抑制すると、増殖が抑制された。 
 SyxはRhoA特異的なGEF（Guanine nucleotide Exchange Factor）である。RhoAは低分子量G
タンパク質の Rhoファミリーに属し、細胞骨格の再構成を行う。がん細胞においては転移、浸潤
を促進する。がん細胞において、内在性のVEGF-AによりRhoAが恒常的に活性化されていた。RhoA
の活性化を阻害する C3 exoenzymeまたは RhoAの下流シグナル伝達分子 ROCKのキナーゼ阻害剤
（Y27632）処理により DJM-1 細胞の増殖が抑制された。また、 VEGF-Aの発現を抑制した DJM-1
細胞に恒常活性化型 RhoAを発現させると増殖が促進されたことから、VEGF-A/NRP1 シグナルは
GIPC1-Syx複合体形成を誘導し、RhoAを活性化することでがん細胞の増殖シグナルを伝達するこ
とが示された。さらに、VEGF-AまたはNRP1の発現を抑制すると、細胞周期におけるG1-S期への
移行を抑制するp27 のタンパク質レベルが増加した。がん細胞においてVEGF-A/NRP1 シグナルは
RhoAを活性化させることで、p27 のタンパク質レベルの増加を抑制することが示唆された。これ
らの結果をふまえて、 
GIPC1-Syxの複合体形成を阻害する細胞透過性ペプチドを設計した。ペプチドは HIV ウイルスの
膜透過型配列TAT、強化型緑色蛍光タンパク質EGFPとSyx-GIPC1 の結合に重要となるSyxのC末
端側8個のアミノ酸配列(SyxP)または対照としてscrambled配列(ConP)から構成される。SyxPの
添加により、がん細胞における RhoAの活性化と増殖は抑制されたが、ConP では抑制されなかっ
た。以上の結果より、VEGF-AはNRP1 を介してGIPC1-Syx複合体形成を誘導し、RhoAを活性化す
ることでがん細胞の増殖を促進することを示した。 
 活性型 RhoAががん細胞の浸潤を促進することから、VEGF-A/NRP1 シグナルとがん細胞の浸潤、
転移能についても評価した。VEGF-A、NRP1、GIPC1 または Syxの発現を抑制するとがん細胞の浸
潤は抑制され、SyxP の添加によっても浸潤能は抑制された。NRP1 正常型（WT）またはNRP1 の細
胞内領域を欠損させた変異体（ SEA）を発現するDJM-1 細胞をヌードマウスに異種移植し、腫瘍
の成長とリンパ節への転移を組織免疫染色法により確認した。NRP1を発現するDJM-1細胞では腫
瘍体積と転移は増加したが、shNRP1-DJM-1 細胞では減少した。shNRP1-DJM-1 細胞に、NRP1 正常
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型（WT）もしくは細胞内領域を欠損させた変異型（ SEA）を発現させると、WTでは腫瘍体積、転
移ともに回復したが、 SEAでは回復しなかった。組織免疫染色法により腫瘍内の RhoAの活性化
をみると、コントロールとWT により形成された腫瘍ではRhoAが活性化され増殖マーカーである
Ki67 が染色されていたが、shNRP1 と SEAではどちらも抑制されていた。さらに、DJM-1 細胞と
WT 発現細胞では約 30%リンパ節への転移が認められたが、shNRP1-DJM-1 細胞または SEA 発現細
胞では転移が抑制されていた。以上より、VEGF-A/NRP1 シグナル伝達経路は種々のがん細胞の増
殖、浸潤と転移を促進することを示した。NRP1 の細胞内領域と下流のシグナル伝達分子 GIPC1、
Syxを標的とすることは、新規の抗がん剤の開発に有益であると考えられる。 
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論文審査結果の要旨 
 
2015 年の日本人の死因の第一位は悪性新生物であり、全体の28%を占めている。近年、がん
の治療薬として分子標的薬が注目を浴び、世界の製薬企業は競って新たな分子標的を探索して
いる。新たな分子標的として、がん細胞の増殖や転移を促進する細胞内シグナル伝達に関わる
タンパク質が良い候補となる。原がん遺伝子の活性型変異やがん抑制遺伝子の機能喪失型変異
ががん細胞を生み出す第一歩となるが、がんが悪性化するとともに血管内皮細胞増殖因子
VEGF-Aを産生し、周辺の正常血管を構成する血管内皮細胞を腫瘍に呼び寄せる腫瘍血管新生が
起こる。腫瘍血管新生を抑えることによって、腫瘍の成長とがん細胞の転移を抑制しようと考
えた J. Folkman教授の仮説から、VEGF-Aの中和抗体であるアバスチンがアメリカ製薬企業に
より開発されFDAに認可された。しかしながら、アバスチンは転移性結腸・大腸がんをはじめ
とする複数のがんに適用されたが、その延命効果は期待されたほどでなく最大で約５ヶ月であ
った。アバスチンは VEGF-Aが主に血管内皮細胞に発現するチロシンキナーゼ型受容体 VEGFR2
に結合し、血管新生を促進することを阻害できるが、悪性がん細胞に主に発現する受容体ニュ
ーロピリン1(NRP1)とVEGF-Aとの結合は阻害できない。多くのがんにおいて、NRP1 の発現と患
者の生存率の低下が報告されており、NRP1 ががんの悪性化にどのような役割を果たしているの
か、またVEGF-Aとの関連などその分子メカニズムの解明が待たれていた。 
 本研究では、VEGF-Aを高レベルで発現するがん細胞を用いて、VEGF-AがNRP1 を介して細胞内
シグナル伝達を惹起しがん細胞の増殖、遊走、浸潤、転移を促進することを明らかにした。転移
性扁平上皮がん細胞DJM-1、前立腺がん細胞PC3M、脳腫瘍グリオブラストーマU87MG 細胞、T98G
細胞を用いて、siRNAにより VEGF-Aまたは NRP1 の発現を抑制することで、がん細胞の足場非依
存性増殖と遊走、浸潤が阻害されることを示した。また、shRNAによってNRP1 の発現を安定に抑
制した扁平上皮がん細胞のクローンに、NRP1 の完全型(WT)、または NRP1 の細胞内領域を欠損し
た変異体 SEAを作製し強制発現すると、NRP1-WT では増殖と浸潤が回復したが、NRP1 SEAでは回
復できなかったことから、NRP1 の細胞内領域が重要であることを示した。さらに、NRP1 SEA を
用いて、NRP1の細胞内領域と細胞内足場タンパク質GIPC1 およびSyx の相互作用が重要であるこ
とを示した。また、免疫沈降実験によってVEGF-AとNRP1 への結合が、NRP1/GIPC1 と GIPC1/Syx
の相互作用を促進することを明らかにした。Syxは、細胞内骨格F-actinを制御するRhoAを活性
化する Rhoグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）であり、GIPC1/Syx相互作用が RhoAを活性化
することを、siRNAを用いて GIPC または Syxの発現を抑制することによって示した。GIPC1/Syx
の相互作用によって活性化されたRhoAは、細胞周期を制御するCDK阻害因子p27の不安定化に働
き細胞増殖を促進することを示した。このことは、VEGF-Aの発現を抑制し増殖を阻害した DJM-1
細胞に、恒常的活性型RhoAを強制発現すると増殖が促進されたことから確認された。 
GIPC1/Syx相互作用の細胞増殖における効果に加えて、がん細胞の浸潤能を制御していること
を明らかにした。GIPC/Syxの相互作用を阻害する細胞内透過性ペプチドが、がん細胞の増殖と浸
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潤を阻害することを示した。また、in vivoで VEGF-A/NRP1 のシグナル伝達ががん細胞の増殖と
リンパ節への転移を促進していることを示した。 
以上の研究成果は、VEGF-Aががん細胞の発現する NRP1 受容体を介してその下流のシグナル伝
達を活性化することが、がん細胞の足場非依存性増殖や遊走、さらには浸潤や転移を促進するこ
とを明らかにし、学術的に意義深い。さらに、臨床応用面においても、NRP1 やそのシグナル伝達
因子が新たながん分子標的となる可能性を示唆しており、がん治療に対して新しい治療薬を求め
ている社会に対する貢献度も高い。これらの成果の一部は国際英文専門雑誌に既に発表され、論
文後半の部分も既に英語論文として投稿の準備が整っている。 
本研究は、in vitroと動物実験を含むin vivoの実験によるがんの分子生物学的な特徴の解
析、創薬につながるがんの分子標的となるシグナルタンパク質の相互作用と細胞透過性ペプチ
ドの応用について多方面からの解析が加えられ、得られた結果も説得力がある。上に述べた研
究内容から、本論文は学位にふさわしい内容を持つものと判断される。加えて、公聴会におい
ては、研究の背景から始まり論理的に分かりやすく説明し、多様な視点からの質疑応答に十分
応答し、研究者として今後の活躍が期待される能力を示した。 
